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摘要 由 于 对 全 球 变 暖 等 日 益 严重 的 环境 问题 的 担忧 , 生产 生物 乙醇 等 清洁 能 源 
的 技术 正 受到 世界 各 国 越 来 越 多 的 关注 。 相 比 于 以 粮食 作为 原料 生产 乙醇 ,木质 
纤维 素 生产 生物 乙醇 具有 更 大 的 发 展 潜力 ， 因 为 它 来 源 广泛 ， 廉 价 且 可 再 生 。 以 
木质 纤维 素 生 产生 物 乙 醇 已 经 取得 长 足 进步 ,但 仍 面 临 几 个 主要 问题 ， 比 如 天 然 
酿酒 酵母 不 能 利用 木 糖 发 酵 乙 醇 ， 木质 纤 维 素 酶 成 本 过 高 ,木质 纤维 素 预 处 理 环 


节 成 本 高 等 ,已经 有 基因 改造 的 酵母 菌株 可 以 利用 成 糖 和 己 糖 进行 生物 乙醇 生产 。 


然而 , 这 些 菌株 对 木 糖 的 利用 效率 很 低 。 这 主要 是 因为 酿酒 酵母 缺乏 高 效 的 特异 
性 木 糖 转运 基因 ， 木 糖 运 输 依赖 已 糖 转运 基因 。 为 了 提高 木 糖 利用 速度 ， 已 有 不 
少 方法 成 功 应 用 于 构建 重组 酵母 细胞 。 现 对 酵母 木 糖 转运 基因 的 最 新 研究 进展 进 
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BEA 21 世纪 人 类 面临 着 能 源 与 环境 问题 的 巨大 考验 。 随 着 经 济 的 飞速 发 展 ， 
世界 各 国 对 能 源 的 需求 越 来 越 大 , 然而 化 石 能 源 的 大 量 燃 烧 所 排放 的 二 氧化 碳 等 
温室 气体 在 改变 着 整个 地 球 的 气候 和 环境 。 因 此 , 世界 各 国 开始 将 目光 聚焦 在 以 
燃料 乙醇 为 代表 的 清洁 能 源 , 现 主要 汽车 大 国都 在 大 力 推广 以 燃料 乙醇 蔡 代 汽油 
以 期 减少 尾气 排放 ”。 目 前 ， 燃 料 乙 醇 的 生产 还 处 在 第 一 代 水 平 ， 即 以 玉米 、 甘 
项 、 木 慕 等 粮食 作物 为 原料 发 酵 生 产 乙 醇 ， 其 优点 在 于 技术 成 熟 ， 生 产 成 本 较 低 
等 。 但 第 一 代 燃 料 乙醇 的 发 展 也 带 来 粮食 安全 等 严峻 问题 , 这 显然 不 适合 在 我 们 
中 国 这 个 人 口 大 国 开展 第 一 代 燃 料 乙醇 的 生产 “。 

与 第 一 代 燃 料 乙醇 不 同 ， 第 二 代 燃 料 乙 醇 则 是 以 木质 纤维 素 如 玉米 秸秆 、 甘 
其 蕊 洽 、 小 麦秸 秆 和 柳 枝 各 等 为 原料 生产 燃料 乙醇 。 相 比 于 第 一 代 燃 料 乙 醇 ， 第 
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二 代 燃 料 乙 醇 优势 在 于 : D 生产 原料 不 是 粮食 作物 ， 不 存在 与 人 争 粮 问 题 ， 从 
而 彻底 解决 粮食 安全 问题 ， 2) 秸秆 、 莽 渣 等 原料 来 源 广泛 ， 价 格 低廉 ， 且 具有 
可 再 生性 等 优点 。 木 质 纤 维 素 主 要 是 由 纤维 素 、 半 纤维 素 、 果 胶 和 木质 素 组 成 ， 
水 解 后 可 产生 发 酵 乙 醇 所 需 的 葡萄 糖 和 木 糖 等 糖 类 ”。 虽 然 某 些 细菌 , 如 运动 发 
酵 单 胞 菌 属 (Zymomonas mobi1is) 和 基因 改造 过 的 大 肠 杆菌 (Bscherichia coli), 
也 能 发 酵 葡 萄 糖 等 糖 类 生产 乙醇 ,但 酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 仍 
然 是 工业 发 酵 生 产 乙 醇 的 最 佳 选择 ”“。 这 是 因为 酿酒 酵母 具有 其 他 微生物 所 不 具 
有 的 高 乙醇 发 酵 能 力 和 乙醇 耐 受 性 。 此 外 , 在 工业 生产 上 酿酒 酵母 能 够 耐 受 低 pH 
(E, 从 而 可 以 有 效 抑制 噬菌体 污染 ， 避 免 因 只 菌 体 污 染 造成 的 巨大 浪费 。 然 而 本 
酒 酵母 菌株 自身 缺乏 利用 木 糖 的 代谢 途径 ,使 得 约 占 水 解 糖 30% 的 木 糖 未 得 到 充 
分 利用 而 造成 极 大 浪费 。 

尽管 马克 斯 克 鲁 维 醇 母 (KIuyveromyces marxianus), W FEJER (pichia 
stipitis), BÆ} (Pachysolen tannophilus) 和 休 哈 塔 假 丝 酵母 (Candida 
shehatae) 等 酵母 菌株 可 以 发 酵 戊 糖 , 但 这 些 酵 母 并 不 适用 于 工业 发 酵 乙 醇 “。 
因此 , 当前 研究 主要 围绕 将 上 述 酵 母 的 木 糖 代谢 途径 导入 酿酒 酵母 菌株 中 表达 。 
一 种 策略 是 将 树干 毕 赤 酵母 木 糖 还 原 酶 (xylose reductase, XR) 和 木 糖 醇 脱 氧 酶 
(xylitol dehydrogenase, XDH) 在 酿酒 酵母 菌株 中 表达 ; 另外 一 种 策略 是 将 木 糖 
异 构 酶 (xylose isomerase, XI) 在 酿酒 酵母 菌株 中 表达 “”。 但 是 ， 重 组 菌 的 木 
糖 利 用 速度 和 乙醇 得 率 仍 明显 低 于 葡萄 糖 ， 可 能 的 原因 是 木 糖 运 输 速度 慢 、 和 蛋白 
质 折 肢 或 修饰 不 正确 等 "“。 现 有 研究 结果 表明 ， 木 糖 的 转运 速度 是 木 糖 代谢 过 程 
的 限 速 步 又”。 因 为 酿酒 酵母 缺乏 特异 性 木 糖 转运 基因 ， 木 糖 运 输 完 全 依赖 已 糖 
转运 基因 ， 受 葡萄 糖 的 强烈 抑制 。 相 比 于 已 糖 转运 基因 广泛 而 深入 的 研究 ,成 糖 
转运 基因 的 转运 机 制 及 相应 的 调节 机 制 的 研究 尚 处 于 起 步 阶段 。 现 对 戊 糖 转运 基 
因 最 新 研究 进展 进行 综述 。 


1. 协助 木 糖 运输 的 已 糖 转运 基因 

将 木 糖 从 胞 外 运 进 胞 内 是 木 糖 代谢 的 前 提 条 件 。 现 已 知 存在 两 种 木 糖 转运 系 
统 : 一 种 是 在 高 糖 浓度 时 表达 , 且 不 消耗 能 量 的 高 通 量 低 杀 和 性 的 主动 扩散 系统 ; 
男 一 种 则 相反 , 在 消耗 ATP 的 条 件 下 将 糖 由 低 浓 度 向 高 浓度 转运 的 高 亲 和 性 的 木 


Be / H+ 协 运 系统 (图 1) ,高 亲 和 性 的 木 糖 / 下 协 运 系统 只 存在 于 树干 毕 赤 酵母 、 
产 遥 假 丝 酵 母 (Candida utilis) 和 休 哈 塔 假 丝 酵母 等 少数 酵母 菌 中 。 酿 酒 酵母 
运输 葡萄 糖 和 木 糖 都 属于 主动 扩散 系统 CR 1)。 


表 1: 木 糖 和 葡萄 糖 在 酵母 菌 中 转运 方式 ” 


Table 1: Xylose and glucose transport systems in yeast 


酵母 木 糖 转运 方式 葡萄 糖 转运 方式 
休 哈 塔 假 丝 酵母 主动 扩散 系统 /质子 协 运 ”主动 扩散 系统 /质子 协 运 
(Candida shehatae) 系统 ， 两 者 都 存在 系统 ， 两 者 都 存在 
si 质子 协 运 系统 质子 协 运 系统 
(Candida utilis) 
马克 斯 克 和 鲁 维 酵母 主动 扩散 系统 质子 协 运 系统 
(Kluyveromyces 
marxianus) 
er 主动 扩散 系统 主动 扩散 系统 
(Saccharomyces 
cerevisiae) 
树干 毕 未 酵母 质子 协 运 系统 质子 协 运 系统 


(pichia stipitis) 
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AW / H+ 协 运 系 统 


图 1 木 糖 在 酵母 体内 运输 与 代谢 


Fig. 1 Xylose transportation and fermentation in yeast 


酿酒 酵母 自身 有 18 个 已 糖 转运 基因 (HXT1-17 和 GAL2) 负责 运送 葡萄 糖 到 胞 
内 , 其 中 HXT1-7， 这 7 个 基因 作为 辅助 因子 还 参与 葡 敬 糖 内 化 过 程 。 根 据 其 对 葡 
列 糖 的 亲和力 , 这 些 已 糖 转运 基因 可 分 为 三 大 类 :高 杀 和 性 转运 基因 , HXT6、HXT7 
和 GAL2 (K, 1~2mM) ;中 等 灯 和 性 转运 基因 ，HXT2、HXT4 和 HXT5 (K, ~10mM) ; 低 


亲 和 人 性 转运 基因 ，HXT1 和 HXT3 (K, 50~100mM) 中。 其 中 HXT5、HXT7、GAL2、 
HXT1 和 HXT4 具有 运送 木 糖 的 能 力 , 但 受 葡萄 糖 强烈 抑制 ， 木 糖 亲 和 力 较 葡萄 糖 
低 了 近 200 倍 且 运送 速度 较 慢 "*"。 

低 亲 和 性 转运 基因 HXT1 可 以 高 效 转 运 葡萄 糖 ， 其 利用 葡萄 糖 效率 最 高 可 以 
到 达 100%， 运 送 反应 速率 最 高 达到 2.5g L ”h ， 乙 醇 生 成 速率 为 0.96 g L'h 
”““。 当 木 糖 是 唯一 碳 源 时 ，HXT1 不 能 转运 木 糖 ， 其 木 糖 K, 约 为 880 mM。 然 而 
在 木 糖 和 葡萄 糖 共 发 酵 时 ，HXT1 却 能 够 转运 木 糖 ， 木 糖 运送 反应 速率 为 0. 56 g L 
”ph ， 乙 醇 生成 速率 为 0.77 g L° h’, 乙醇 生产 速度 在 几 个 木 糖 转运 基因 里 是 
最 高 的 “。HXT1 独特 的 特性 表明 其 非常 适用 于 木 糖 /葡萄 糖 混合 发 酵 。HXT5 也 有 


HXT1 类 似 的 特性 ， 只 有 在 木 糖 /葡萄 糖 混合 发 酵 时 会 转运 木 糖 ， 但 HXT5 转运 葡 
萄 糖 速度 很 慢 。 在 其 他 文献 中 有 报道 HXT5 表达 受 葡萄 糖 强烈 抑制 ， 只 有 在 木 糖 
是 唯一 碳 源 或 木 糖 葡萄 糖 共 发 酵 时 葡萄 糖 浓度 降 到 低 水 平 条 件 下 才 会 转录 表达 
TS HXTS 的 作用 可 能 是 当 葡 萄 糖 匮乏 时 ， 可 以 转运 其 他 糖 类 为 细胞 生长 提供 碳 
ie”. 

等 亲 和 性 转运 基因 HXT2 木 糖 K, 约 为 130-390 mM。 该 转运 基因 转运 葡萄 糖 
和 木 糖 的 速度 大 致 相同 ， 葡 萄 糖 转运 反应 速率 为 0.63 g L7 h ”， 木 糖 转运 反应 
速率 0.58 gL h”"， 利 用 葡萄 糖 和 木 糖 产 乙醇 速率 也 是 近乎 相同 ， 分 别 为 0. 25 g 
L” h "和 0.24 g L” h 0”, HXT2 最 大 特点 是 在 葡萄 糖 / 木 糖 共 发 酵 条 件 下 糖 转运 
不 存在 偏好 性 ， 但 其 受 发 酵 产 物 的 反馈 抑制 。 和 HXT5 相同 ，HXT2 也 受 和 葡萄 糖 强 
烈 抑 制 ， 高 浓度 葡萄 糖 甚至 会 引起 HXT2 内 吞 作用 和 降解 ， 木 糖 也 会 引起 HXT2 
失 活 ， 然 而 HXT2 突变 体 则 不 存在 失 活 现 象 。 有 研究 表明 ，HXT2 基因 只 有 在 好 氧 
条 件 下 ， 且 培养 基 中 的 葡萄 糖 由 多 转 少 之 后 才 会 呈现 出 高 表达 ， 据 此 推测 HXT2 
基因 表达 需要 同时 满足 低 葡 萄 糖 浓 度 和 细胞 处 在 指数 生长 期 这 两 个 特定 条 件 ”。 
此 外 ， 为 适应 所 处 生长 环境 的 变化 ， 在 通过 转录 修饰 后 酿酒 酵母 会 对 HXT2 亲 和 
性 进行 调控 以 利于 细胞 生长 “。 

类 似 HXT2, 高 亲 和 性 转运 基因 HXTT 能 够 以 近乎 同等 速率 转运 葡萄 糖 和 木 糖 ， 
转运 反应 速率 分 别 为 0.71g Lh A 0. 70g Lp， 利用 葡萄 糖 和 木 糖 产 乙醇 速 
ee 
和 乙醇 产量 在 这 几 个 转运 基因 中 都 是 最 高 的 。 通 过 分 子 进 化 改造 ，HXT7 木 糖 转 
运 速 率 还 能 再 提高 ”。 在 葡萄 糖 / 木 糖 混合 发 酵 时 ，HXT7 会 存在 偏好 性 ， 其 优先 
转运 葡萄 糖 。 只 有 在 木 糖 是 唯一 碳 源 或 木 糖 葡萄 糖 共 发 酵 时 葡萄 糖 浓度 降 到 低 水 
平 , HXT7 才 会 转运 木 糖 ”。 与 木 糖 作为 唯一 碳 源 相 比 , 存在 低 浓 度 的 葡萄 糖 (0.5 
g/L) 可 以 提高 木 糖 利用 率 ， 这 可 能 是 由 于 低 葡萄 糖水 平 诱导 HXT7 表达 ”。 高 浓 
度 的 葡萄 糖 (> 200 mM) 会 严重 抑制 HXT7 转录 。 

另 一 主要 转运 基因 GAL2 不 但 可 以 转运 葡萄 糖 和 半 乳 糖 ， 还 能 转运 木 糖 和 阿 
拉 伯 糖 。GAL2 转录 由 半 乳 糖 诱 导 , 葡萄 糖 会 抑制 表达 , 在 不 受 抑制 的 情况 下 , GAL2 
同 HXT7 一 样 是 己 糖 转运 基因 中 能 使 木 糖 转运 速率 达到 最 大 值 的 转运 基因 ” 。 


2. 异 源 木 糖 转运 基因 在 重组 菌 中 的 表达 


与 酿酒 酵母 相 比 , 自然 界 中 存在 许多 能 够 利用 戊 糖 的 微生物 ， 其 拥有 低 亲 和 
力 和 高 亲 和 人 性 木 糖 吸收 运输 系统 , 包括 质子 同 向 转运 和 易 化 扩散 转运 基因 。 通 过 
深入 研究 基因 组 序列 , 现 已 发 现 有 许多 未 知 基因 可 以 作为 木 糖 特异 性 转运 基因 进 
行 研究 。 目 前 已 经 有 超过 80 多 种 异 源 转 运 蛋 白 在 酿酒 酵母 菌 中 表达 。 

树干 毕 赤 酵母 是 研究 木 糖 代谢 的 模式 菌株 ， 其 木 糖 转运 基因 和 木 糖 代谢 途径 
的 研究 也 较为 清楚 。 树干 毕 赤 酵母 菌 中 含有 的 SUT1、SUT2、XUT1、XUT3 (Xyp33) 、 
XUT4、STL12 (Xyp29) 和 SUT3 (Xyp37) 等 多 个 转运 基因 已 经 成 功 在 酿酒 酵母 菌 中 表 
iA. BRT Xyp29 是 木 糖 协助 转运 基因 只 转运 木 糖 外 ， 其 他 转运 基因 都 能 转运 葡 
列 糖 和 木 糖 ，XUT1 和 XUT3 还 能 转运 果糖 、 半 乳糖 和 甘露 糖 ， 然 而 这 些 转运 基因 
的 木 糖 亲 和 性 仍然 较 低 。 这 些 低 木 糖 亲 和 性 的 转运 基因 可 以 解释 树干 毕 赤 酵母 在 
葡萄 糖 - 木 糖 共 发 酵 时 出 现 的 二 次 生长 现象 。 据 此 推测 ， 树 干 毕 赤 酵母 可 能 存在 
调控 机 制 ， 能 够 精确 调节 葡萄 糖 / 木 糖 运输 系统 转换 ， 而 且 木 糖 转运 系统 基因 的 
数量 和 表达 量 要 低 于 葡萄 糖 转运 系统 ”。 

间 型 假 丝 酵母 (Candzaa intermedia) 拥有 高 通 量 低 亲 和 性 的 促进 扩散 系统 和 
高 亲 和 性 的 木 糖 一 厂 协 运 系统 ， 这 也 预示 着 存在 木 糖 转运 基因 。 有 科研 人 员 成 
功 分 离 并 鉴定 了 两 个 转运 基因 : GXFl (glucose xylose facilitator) 和 
GXS1 (glucose xylose symporter) GXF1, 该 转运 蛋白 是 一 个 葡萄 糖 和 木 糖 的 扩 
散 转运 基因 ， 其 木 糖 K, 值 为 0. 4mmol/L; GXS1, 是 第 一 个 从 分 子 水 平 上 表征 的 醇 
母 高 亲 和 性 木 糖 / 葡萄 糖 一 匡 协 运 基因 。 相 比 于 主动 扩散 系统 ， 糖 运输 通过 协 
运 系统 运输 需要 更 多 的 能 量 , 因此 在 大 氧 条 件 下 ATP 产生 受到 限制 时 主动 扩散 会 
EAR”. 

以 间 型 假 丝 酵母 高 亲 和 性 木 糖 / Ea HSE GXS1 的 基因 序列 为 模 
板 ， 通 过 生物 信息 学 分 析 同 源 序 列 ， 从 粗糙 脉 孢 菌 (Weurospora crassa) 和 树干 
毕 赤 酵 母 基因 组 中 筛选 到 18 个 假定 戊 糖 转运 基因 。 这 18 个 转运 基因 和 GXS1 
的 同 源 相 似 度 为 25-50%。 通 过 基因 功能 鉴定 ， 只 有 来 自 粗 糙 脉 孢 菌 的 An25 基因 
和 树干 毕 赤 酵母 的 Xyp29 基因 最 终 被 确定 为 木 糖 转运 基因 。An25 和 Xyp29 木 糖 
K, 分 别 为 176 mM 和 56 mM。 作 为 跨 膜 蛋白 ， 这 两 个 转运 基因 均 能 够 在 酿酒 酵母 
内 正确 折 受 并 定位 在 细胞 膜 上 ， 从 而 保证 其 功能 的 正常 发 挥 。 当 转运 木 糖 时 ， 培 
养 基 的 PH 值 并 没有 改变 ， 这 表明 这 两 个 转运 基因 是 扩散 转运 基因 。 


与 酿酒 酵母 相 比 ， 丝 状 真菌 通过 分 泌 纤 维 素 酶 从 而 降解 木质 纤维 素 成 单 糖 ， 
随后 利用 这 些 单 糖 生长 。 丝 状 真菌 的 基因 组 测序 结果 表明 ， 其 基因 组 含有 大 量 糖 
转运 基因 同 源 序列 “。 然 而 , 目前 对 丝 状 真菌 的 糖 转运 基因 的 研究 才刚 刚 起 步 。 
Ana 等 通过 应 用 全 基因 组 芯片 技术 对 构 梨 曲霉 Aspergillus nidulans) 在 木 糖 
培养 基 下 表达 呈现 上 调 的 转运 基因 进行 筛选 ,从 中 筛选 到 五 个 糖 转 运 基因 ,这 些 
基因 属于 主要 协助 转运 蛋白 超 家 族 Major Facilitator Super family) “”。 基 
因 测 序 结果 分 析 表 明 这 五 个 转运 基因 都 属于 MPS family1， 意 味 着 这 些 转运 基因 
是 能 够 转运 已 糖 和 戊 糖 。 随 后 的 基因 功能 验证 表明 ， 在 分 别 以 木 糖 、 葡 萄 糖 、 半 
乳糖 和 甘露 糖 为 唯一 碳 源 的 培养 基 上 ， 只 有 xtrD 基因 能 够 转运 这 些 糖 进入 酵母 
胞 内 。 在 葡萄 糖 浓度 固定 而 木 糖 浓度 递增 条 件 下 ， 有 xtrD 基因 的 酿酒 酵母 生长 
明显 受到 抑制 。 通 过 对 葡萄 糖 进行 碳 14 标记 ， 证 明 木 糖 会 抑制 酿酒 酵母 利用 葡 
萄 糖 ， 从 而 导致 细胞 生长 缓慢 。 另 外 ， 当 构 某 曲霉 在 低 浓 度 木 糖 培养 基 生 长 时 ， 
xtrD 基因 的 表达 明显 增高 。 这 些 实验 结果 表明 ， 在 含有 木 糖 培养 时 xtrD 基因 会 
优先 转运 木 糖 ， 这 意味 xtrD 基因 可 能 是 高 杀 和 性 木 糖 转运 基因 。 

Jasper 等 通过 改进 hidden Markov models (HMM) 方法 并 结合 转录 组 ， 根 据 
进化 树 的 远近 关系 筛选 木 糖 转运 基因 ” .。 他 们 分 别 从 黑 曲霉 (Aspergillus niger) 
筛选 到 XILtA、XltB A X1tC 三 个 转运 基因 ， 里 氏 木 考 (Trichoderma reesei) 得 
选 到 Strl、Str2 和 Str3 三 个 转运 基因 。 这 几 个 基因 对 木 糖 亲 和 性 存在 显著 差异 
(E 2), X1ItA 亲 和 性 最 高 (Km 0.09 + 0.03 mM), 其 比 黑 曲霉 另外 一 个 已 知 木 糖 
转运 基因 MstA (Km, 0.3 + 0.1 mM) 还 要 高 。XltC (Km, 4.71 + 1.04 


mM), Str1 (Km, 5.70 + 0.19 mM), Str2 (Km, 6.18 + 0.81 mM) 和 Str3(Km, 2. 19 + 
0. 29 mM) 也 显示 出 对 木 糖 有 高 杀 和 性 ， 只 有 X1tB (Km, 15.00 + 4.50 mM) 对 木 糖 
是 低 亲 和 性 。 转 运 葡萄 糖 时 ， 除 了 XltB 不 转运 葡萄 糖 外 ， 其 他 5 个 基因 都 显示 
出 对 葡萄 糖 有 高 亲 和 性 。 特 别 是 里 氏 木 霉 的 三 个 转运 基因 和 XltC， 其 葡萄 糖 亲 
和 性 都 显著 高 于 木 糖 亲 和 性 ,只 有 XltA 葡萄 糖 和 木 糖 亲 和 性 大 致 相同 ,而 且 X1tA 
能 够 以 相同 速度 转运 葡萄 糖 和 木 糖 。XLtA 和 Stri 转录 受 木 糖 和 XlnR/Xyr1l 调节 
因子 的 调控 ， 这 意味 着 这 两 个 转运 基因 在 木 糖 转运 中 起 重要 作用 。 
表 2 真菌 转运 基因 动力 学 参数 “ 


Table 2 kinetics parameters of fungal transporters 


= 木 糖 葡萄 糖 
转运 基因 Km (mM) Vmax (nmol/min/mgDW) Km(mM) Vmax (nmol/min/mgDW) 

X1tA 0.090. 03 1. 080. 05 0.070. 01 1. 11 士 0. 15 
X1tB 15. 04.5 0. 100. 00 ND ND 
X1tC 4.7141. 04 0.1440. 01 0. 1140. 02 1. 18 士 0. 15 
Strl 5.70 士 0. 19 0. 04 士 0. 01 0. 01 士 0. 00 0. 14 士 0. 04 
Str2 6. 1840. 81 0.120. 02 0. 050. 01 0. 69+0. 19 
Str3 2. 19+0. 29 0. 4640. 04 0.0640. 01 1.31 士 0. 33 


ND: not detectable 


3. 木 糖 转 运 基 因 定 向 进化 


在 以 木 糖 为 唯一 碳 源 进行 发 酵 时 , HXTT 转运 木 糖 的 速率 和 转运 葡萄 糖 速率 不 
相 上 下 。 但 在 混合 糖 发 酵 时 , HXT7 转运 木 糖 速率 受 和 葡萄糖 强烈 抑制 , 因此 对 HXT7 
定向 进化 消除 葡萄 糖 抑制 显得 尤为 重要 。Farwick 等 对 HXT7 和 GAL2 的 木 糖 杀 和 
性 基因 位 点 进行 探索 ””。 他 们 发 现 对 HXT7 (N370S) 和 GAL2 (N376F) 位 点 突变 后 ， 
这 两 个 基因 对 木 糖 亲 和 性 有 很 大 提高 ， 同 时 不 再 转运 葡萄 糖 。 说 明 转 和 运 基因 序列 
中 存在 调控 转运 糖 类 的 基因 位 点 , 这 一 发 现 为 今后 其 他 转运 基因 的 定向 改造 打下 


展 好 基础 。HXT11 转运 木 糖 速率 并 不 高 ， 通 过 定向 进化 改造 后 其 对 木 糖 的 亲 和 人 性 
有 了 很 大 的 改善 , 该 实验 成 果 充 分 说 明定 向 进化 技术 在 改 恨 转运 基因 方面 有 广阔 
的 发 展 前 景 ”。 


相对 于 其 他 木 糖 转运 基因 ， 类 似 GXS1 这 类 转运 基因 对 木 糖 具有 更 高 的 亲 和 
JI, 但 运输 过 程 非常 缓慢 而 且 对 葡萄 糖 亲 和 力 始终 高 于 森 糖 。 科 研 人 员 通 过 对 
GXS1 和 其 相似 基因 的 序列 研究 ， 发 现 这 些 基因 存在 一 个 保守 序列 (G-GVF-XXXG) ， 
通过 对 保守 序列 中 的 FT 进行 饱和 突变 以 及 理性 改造 后 能 够 将 GXS1 木 糖 运 输 
率 提高 两 倍 ”。 另外, 这 一 定向 进化 技术 可 以 改造 出 不 再 运送 葡萄 糖 的 木 糖 转 
运 基 因 。 通 过 修改 HXT7 的 TMM™" 和 Rgt2 的 FM ”成功 将 这 两 个 转运 基因 改造 
成 只 运输 木 糖 的 转运 基因 ”。 

因为 基因 序列 相似 度 很 高 , Jeroen 等 将 HXT3 和 HXT6 的 基因 序列 拼接 在 一 起 
组 成 新 的 转运 基因 HXT36”。HXT36 基因 序列 前 段 的 438 个 氨基 酸 序列 来 自 HXT3， 
其 后 段 130 个 氨基 酸 序列 来 自 HXT6。 在 HXT36 的 基因 序列 同样 发 现存 在 调控 转 
运 糖 类 的 基因 位 点 HXT36-N367，N367 位 点 的 突变 子 HXT36-N3671 可 以 提高 木 糖 
亲 和 性 , 同时 不 再 转运 葡萄 糖 。 相 比 于 HXT36-N367I, 另 一 个 突变 子 HXT36-N367A 


I 


表现 出 更 快 的 木 糖 转运 速率 和 更 高 的 木 糖 杀 和 性 ， 而 且 其 仍然 能 够 转运 葡萄 糖 ， 


这 使 其 更 适合 混合 糖 发 


一 个 平衡 点 ， 在 保 记 


醇 。HXT36-N367A 表明 在 转运 葡萄 糖 和 森 糖 之 间 可 以 存在 
E 木 糖 高 效 转运 情况 下 不 排斥 葡萄 糖 的 转运 。 


除了 定点 突变 的 定向 进化 技术 ， 易 错 PCR (error-prone PCR) 也 是 改造 转运 


基因 的 好 方法 ”。Wang 等 将 来 源 于 粗糙 脉 抱 菌 的 An25 转运 基因 通过 4 轮 定向 进 


化 后 获得 一 重组 基因 An25-R4. 18”。 相 比 于 原始 基因 ， 重 组 基因 的 木 糖 转运 速 


率 提高 了 43 倍 ， 同 时 还 保留 了 原 有 的 木 糖 特异 性 。 重 组 基因 能 有 效 提高 
胞 在 指数 生长 期 阶段 利用 木 糖 的 能 力 ， 而 且 在 葡萄 糖 / 木 糖 共 培养 方面 也 有 一 


的 优势 。 


转运 基因 


HXT1 
HXT4 
HXT7 
HXT7 
HXT7 (N370S) 
GAL2 
GAL2 (N376F) 
GXF1 
GXS1 
GSX1 
GSX1 FT 
SUT1 
SUT4 
XUT1 
XYP29 
AN25 
HXT36 
HXT36 (N3671) 
HXT36 (N367A) 


4. 展望 


表 2: 


K, (mM) 
8808 
170120 
13010 
200. 3413. 2 
169. 9+26. 3 
225.6415. 8 
91.4+8.9 
48. 646.5 
0.40.1 
0. 026 +0. 066 
0.7210. 116 
1451.0 
16.60. 3 
0. 4640. 02 
569. 4 
175. 721. 4 
108 
40 
25 


木 糖 
Vax (nmol/min/mg) 
750 + 94 
190423 
11047 
672 
24.1+1.6 
91.3243.2 
37. 341.3 
64. 19 
6.51.5 
0. 0072 
0.015 
132 土 1.0 
122 二 2.4 
1165. 8 
0.6920. 04 
0.6120. 05 
62.5 
23 
29 


K, (mM) 


酵母 细 


酵母 木 糖 转运 基因 动力 学 参数 


Table 2: Kinetic parameters of yeast xylose transporters 


葡萄 糖 


Vx (nmo1/min/mg) 


NR 

NR 

NR 
2641.1 
47.341.2 
27.2+0.9 

ND 

10.5 
4,340.3 

NR 

NR 
45.0+1.0 
105+4. 2 
801.0 

ND 

ND 

60 

ND 

71 
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AS 


世界 各 国 为 应 对 全 球 变 暖 等 问题 而 大 力 发 展 可 再 生 清洁 能 源 ， 使 用 木质 纤维 
素 为 原料 生产 燃料 乙醇 或 其 他 化 工 产品 是 最 有 发 展 前 景 的 可 再 生 能 源 之 一 。 纤 维 


素 燃料 乙醇 的 发 展 仍然 面临 许多 问题 , 提高 酿酒 酵母 利用 木 糖 的 能 力 是 叹 待 解决 
的 难题 之 一 ,酿酒 酵母 利用 木 糖 有 诸多 需要 解决 的 瓶颈 , 如 木 糖 运输 , 提高 木 糖 
构 酶 催化 效率 、 木 糖 醇 的 形成 等 ， 其 中 木 糖 运输 是 木 糖 代谢 的 限 速 步骤 。 通 过 
源 表达 和 定向 进化 改造 特异 性 木 糖 转运 基因 可 以 有 效 解决 木 糖 运输 这 一 难题 。 
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Abstract Technologies for the production of biothanol are receiving increased 
attention around the world owing to concerns over the global warming. 
Lignocellulosic biomass is a great potential resource for the production of biofuels 
because it is largely abundant, inexpensive and renewable organic material. 
Significant efforts, many of which have been successful, have been made to convert 
these lignocellulosic biomass to valuable products, such as biofuels. Sustainable 
development in lignocellulosic bioethanol production has major challenge due to high 
cost of production. There are several issues such as efficient utilization of pentose 
sugars present in lignocelluloses, economical production of lignocellulolytic enzymes 
with high specificity, cost-effective pre-treatment of lignocellulosic biomass, etc. 
Genetically modified yeast strains have been approached to utilize pentose and hexose 
sugars for bioethanol production. However, these strains showed limited xylose 
consumption. Saccharomyces cerevisiae rely on the capacity of endogenous hexose 
transporters for xylose uptake, since S. cerevisiae lacks a xylose-specific transport 
system. Hence, there are several strategies that have been applied to engineer the 
yeasts which could improve the xylose transportation. This review has been focused 
to discuss the latest advancements in S. cerevisiae xylose transporter genes. 
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